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(54) Procede d'amplrfication des agents infectieux en diagnostic «in vitro» sur cultures cellulaires. 



(57) Procede d'amplification des agents infectieux en dia- 
griostic "in vitro" sur cultures cellulaires, caracterise par 
I'utilisation in vitro d'ecosysteme amplifiant la technique 
conventionnelle de culture cellulaire de virus (par exemple: 
HSV, RSV) et de bacteries (par exemple: Chlamydiae, 
Legionella. Hytena). Selon une application particulierement 
mteressante a la recherche des agents infectieux, on in- 
fecte lesdites cultures cellulaires "in vitro" avec des myco- 
plasrnes permettant d'induire une reponse cellulaire poten- 
tialisee par la presence du ou des mycoplasmes utilises. 
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Procede d 1 amplification des agents infectieux en diagnostic 
"in vitro" sur cultures cellula ires- 
La presente invention concerne un procede 
d'amplification des agents infectieux en diagnostic "in 

05 vitro" sur cultures cellulaires mycoplasrai sees . 

La culture cellula ire est encore la technique de 
reference pour le diagnostic de nombreuses maladies 
inf ectieuses. La specificite cellulaire souvent associee 
avec un effet cytopathogene caractSristique, est 

10 generalement confirmee par une detection i mmuno logi que 

revelant une structure antigenique specif ique de L 1 agent 
infectieux recherche- La culture cellulaire fournit alors 
une phase d 1 amp I i f i c at i on de cet agent. Par exemple, le HSV 
(Herpes Simplex Virus) est ainsi recherche sur cellules 

15 Vero, le Chlamydiae sur cellules Mac Coy, le RSV (Virus 
Respi ratoi re Syncitial) sur les cellules Hep-2, etc. 

Certaines infections etant rares et de de ve I oppemen t 
difficile sur cultures cellulaires, d'une part (exemple 
Chlamydiae), et le germe recherche pouvant etre peu 

20 abondamment represents dans le prelevement, d'autre part, il 
importe d'optimiser au maximum le systeme de diagnostic in 
vitro des agents infectieux co r r e s pond ant s , notamraent par un 
procede d'amplification prealable du nombre d f agents 
infectieux. C'est le but de La presente invention, qui a en 

25 outre L'interet de mettre en evidence Le role de ce type de 

cofacteur en pathoLogie humaine et de completer un modele in 
vitro dans Le sens des ecosystemes plus proche de la realite 
in vivo. 

Longtemps consideres comme oppo rtuni stes ou associes a 
30 certaines infections, Les mycoplasmes ont aussi ete 

suspectes d'etre eux-memes responsables de pathologies. 
Le travail ayant conduit a la presente invention a consiste 
a etudier in vitro l 1 impact des mycoplasmes sur d'autres 
infections, notamment eel Les ou les mycoplasmes etaient 
35 consideres comme frequemment associes (pathologies de La 
sphere uro-genitale et pulmonai re) . 

SeLon le procede de L 1 invention, on infecte 
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voLontairement des cellules cultivees "in vitro" avec des 
mycoplasmes. Cette inoculation perraet d'induire une reponse 
cellulaire potentialisee par la presence du ou des 
mycoplasmes utilises. 
05 Selon une application parti culierement interessante, 

I 1 invention concerne la " my cop I a sm i s a t i on" de cellules, 
utilisees, entre autre, pour la detection de certains agents 
inf ectieux, par des mycoplasmes pot ent i a I i sant de f agon 
importante L'infectiosite de ces agents, et I ■ utilisation 

10 biotechnologique qui en decouLe, notamment en terme 
d 1 amplification de signal. 

Le neologisme "mycoplasmisation" designers le fait 
d'infecter voLontairement des cellules avec des mycoplasmes, 
dans un but precis. Ces cellules ss rent dites 
15 "nycoplasmisees", par opposition a l' appellation "cellules 
mycoplasmees" qui sous-entend que ces dernieres ont ete 
contaminees par hasard. 

Dans I 1 app li cati on avantageuse susment i onnee, 

I I invention concerne la mise en evidence et l' utilisation 

20 biotechnologique du pouvoir amplificateur du mycoplasme dans 
la recherche d ' agents inf ectieux inocules "in vitro" a des 
cultures de cellules ; cellules et mycoplasmes etant, dans 
ce cas, choisis en fonction de La sphere ou le prelevement 
est effectue, et de L 1 agent recherche. 

25 Font parti e de L 'invention : 

- tout systeme cellulaire, mycoplasmise experimentalement, 
et dans le but d'induire une reponse cellulaire 
potentialisee par la presence du ou des mycoplasmes 
utilises ; 

30 ~ tout systeme cellulaire mycoplasme, utilise dans le but 
d'induire une reponse cellulaire potentialisee par la 
presence du ou des mycoplasmes- 

PLus generalement, le procede selon l' invention consiste 
en L'utilisation in vitro d'ecosysteme amplifiant la 
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L' Ecosysteme considere consistant en : tout systeme 
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cellulaire const itue de cellules sensibles aux agents 
infect ieux susceptibles de se trouver dans une sphere 
pathologique ou est effectue le pr£levement (le systeme 
pouvant etre constitue d ! un ou plusieurs types de cellules 

05 selon Les besoins) + my cop lasmes comrne agent potentiali- 
sateur de La multiplication vi rale en culture cellulaire. 

Les travaux et experimentations ayant abouti a la 
presente invention ont essent i e I Lement porte sur deux 
spheres patho logi ques : 

10 - uro-genitale avec Le HSV (cellules Vero) et Chlamydiae 
Trachomatis (cellules Mac Coy) ; 

- pulmonaire avec Le RSV (cellules Hep-2) et Chlamydiae Twar 
(cellules Hela) ; 

et sur divers mycoplasraes : 
15 - ceux ayant un tropisme particulier pour La sphere 

uro-genitale (Uu : Ureaplasma urealyticum, Mh : Mycoplasma 
hominis) et pulmonaire (MP : Mycoplasma pneumoniae) 

- ceux qui sont les plus repandus (MF : M. Fermentans, 
MS : M . Salivarium, MG : M. Genitalium, MO : M. Orale, 

20 MHy : M. Hyorinis, MA : M. Arginini, MPi : M. Pirum, 
MN : M . Nou (souche MPi), etc. 

Pour cette raison, dans La description de L'exemple de 
mise en oeuvre du procede de l' invention qui est faite 
ci-apres, I 1 application des cellules mycoplasmisees porte 
25 essent i e I lement sur la prevention et la detection des MST 

(Maladies Sexue L lement T r an sm i s s i b L e s ) , des cancers du col, 
et de toutes maladies dont I'agent infectieux est 
potentialise par un mycoplasme. IL ne s'agit cependant pas 
d'une application limitative. 
30 I - My cop lasmi sat i on des cellules 

Les cellules sont cultivees dans des boites ; elles sont 
mycoplasmisees a confluence, Les mycoplasmes utilises pour 
infecter ces cellules sont prea lab Lement araenes en phase de 
croissance dans Leur milieu (milieu de culture pour 
35 mycoplasmes additionne d'un indicateur colore). 

Les cultures de cellules sont infectees dans un milieu 
compatible avec la double viabilite : cellule et mycoplasme. 
La croissance est determinee par une modification de la 
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couleur du milieu. 

Les boTtes sont videes de Leur surnageant, puis 
infectees sous un inoculum du milieu contenant les 
mycoplasmes, additionne par du milieu de culture ceLLuLai re. 

05 Les boites sont incubees environ une heure sous agitation 
lente, entre 36 °C et 39° C, puis le milieu est complete par 
du milieu de culture cellulaire. Les boTtes complementees au 
milieu de culture sont controLees au microscope, puis sont 
t rypsinees 2 a 3 jours apres L ' infection, et cultivees dans 

10 leur milieu habituel. 

Les signes de contamination sont f requemment visibles en 
microscopie optique Cpourtour cellulaire et morphologie 
generale), mais les cellules sont generalement viables et 
peuvent etre cultivees. 

15 II - Detection des mycoplasmes 

Differents systemes peuvent etre utilises : 
- Sonde nucleique chaude ou froide specifique des 
mycoplasmes permettant la detection du DNA des mycoplasmes 
par hybridation moleculaire ; 

20 - Anti corps monoclonaux permettant la detection d'un 
ant i gene specifique de mycoplasme par revelation 
immunoenzymatique sur membrane en utilisant un monoclonal 
dirige contre cet antigene et un anti-souris conjugue a la 
peroxydase ; 

25 - Culture en milieu solide ou liquide permettant la 
detection directe ou indirecte des mycoplasmes. 
Ill - Mi se en evidence de la potentiality du mycoplasme 
comme cofacteur augmentant la sensibilite de test de 
diagnostic "in vitro" . 

30 L 1 augmentation de signal du a la presence de mycoplasmes 

dans des cultures cellulaires est mise en evidence par 
comparai son entre les niveaux d 1 infection obtenus avec 
cellules my cop lasmi sees et cellules horaologues normales Cnon 
infectees par des mycoplasmes). Les infections ont lieu 



l. e s exempies j o n n e s . - i - u e s s o u b put l e 1 1 l ^ji 
et RSV, ainsi que sur le Chlamydiae. 
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- 1/ Infection 

Les infections sont real i sees selon un protocole 
standard. Les cellules (mycop lami sees et non my cop lasmi sees 
temoin) sont videes de leur surnageant et inoculees sous 

05 lente agitation pendant 1 heure a 3 7 ° C par L ' agent 

infectieux sous faible volume (dilution dans du milieu de 
culture cellulaire sans serum, appele supplement). Du 
supplement est ensuite a j o u t e , puis les cellules sont 
incubees a 37°C pendant 3 Jours. 

10 - 2/ Revelation de L 1 infection 

Elle est faite par marquage immunologique sur membrane 
d 1 un antigene specifique de l f agent infectieux, detecte par 
un anticorps monoclonal dirige contre cet antigene, et 
marque a une enzyme, elle-meme rev£lee par un substrat 

15 chromogene. L 1 intensi te de la coloration, exprimee en + sur 

une echelle allant de 0 a 4+ ( + /- representant la vaLeur 
maximum assimilable a du bruit de fond) est p ropo r t i onne 1 1 e 
a la quantite d'antigenes presents, et permet d'evaLuer 
I'intensite de ['infection. La sensibilite de cette 

20 technique immunologique a ete confirmee par la classique 

determination du titre infectieux par titrage en dilution 
I i mite sur microplaque. 

Abreviations uti Li sees dans les exemples donnes dans les 
tableaux suivants : D I = detection immunologique, avec 

25 controle negatif sans agent infectieux, afin de voir si la 

cellule mycoplasmisee ne cross-reagit pas avec le 
monoclonal- DM = detection de mycoplasme. 



Tableau I - HSV 



Cellule 


DI/HSV+ 


DI/HSV- 


DM 


Vero Temoin 


+ 


+ /- 




Vero-MP 


2 + 


+ /- 


+ 


Vero-MH 


4 + 


+ /- 


+ 


Vero-MF 


2 + 


+ /- 


+ 


Vero-UU 


4 + 


+ /- 


+ 


Vero«MS 


3 + 


+ /- 


+ 




2694022 



Tableau II - Chlamydiae, a differentes dilutions de 
Chlamydiae sur cellules Mac Coy avec et sans MP : etude de 
sensibi lite- 



Ce I lu le 


Dl/Ch lamyd+ 


Dl/Ch Lamyd- 


DM 


D i L u t i o n 


Temoi n 










M. Coy 


1,5 + 


+ /- 




Pur 


M. Coy-MP 


3 + 


+ /- 


+ 




M . Coy 


1,5 + 


+ / - 




1 / 2 


M . Coy-MP 


2+ 




+ 




M . C o y 




J. / _ 




1/5 


M. Coy-MP 


2 + 


+ /- 


+ 




M , Coy 


+ 


+ /- 




1/10 


M. Coy-MP 


1,5 + 


+ /" 


+ 





Ce dernier tableau est parti culiereraent significatif dans le 
15 cas du Chlamydiae. II montre qu'un r§sultat douteux, proche 
de +/-, peut devenir beaucoup plus net et f ranchement 
pos i t i f - 



Tableau III- RSV 





Cellule 


DI/RSV+ 


DI/RSV- 


DM 


20 


Hep-2 


+ 


+ /- 






Hep-2-MP 


2,5 + 


+ /- 


+ 



Apres ['expose qui precede, on comprend que selon la 
presente invention, I'activite des mycoplasmes comme 
cofacteur d 1 infection virale ou bacterienne peut etre 



D'autre part, le choix du mycopLasrae pour La sphere 
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pathoLogique concernee, est parti cuLierement important- II 
donne toute sa vaLeur clinique au terme "cof acteur". 
L'exemple expose a propos du HSV raontre, en effet, que pour 
potentialiser au maximum La culture, on aura tout interet a 
05 utiliser des ceLLuLes Vero mycoplasrai sees avec Uu ou Mh, qui 
sont justement et egalement des germes de La sphere 
uro-geni ta Le, frequemment associes voire incrimines dans de 
nombreuses pathologies de cette region. 
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REVENDICATIONS 
1# Procede d'amplif ication des agents infectleux en 
diagnostic "in vitro" sur cultures ceLlula1res / caracteris* 
par L'utiUsation d f ecosyst*me reprisenta t i f de la sphere 
pathologique concernie, reconstitu* in vitro avec des 
5 cellules permissives pour tesdits agents, additionnees de 
mycoplasmes comme element de potent ialisateur de la 
multiplication virale ou bacterienne en culture cetlulaire 
de virus (par exemple: HSV, RSV) et de bacteries (par 
exemple : Chlamydiae, Legionella, Hysteria). 

10 2* Proced6 d 'ampl i f ication des agents infectleux en 

diagnostic "in vitro" sur cultures eel lulai res, selon la 
revendi gat i on 1, Caracterise en ce que I 5 Oil infecte leSuiteS 
cultures cellulaires "in vitro" avec des mycoplasmes 
permettant dMnduire une reponse cellulaire potent ia 11 see 

15 par la presence du ou des mycoplasmes utilises. 

3i Precede selon la revendi cat ion 2, caracteris* en ce que 
l*on utilise pour la recherche et I 'ampH f ication des agents 
infectleux, des cellules et des mycoplasmes choisis en 
fonction de la sphere ou le prelevement est effectu*, et des 
20 agents infect ieux recherches. 

4. Procede suivant l f une des revendi cat ions 2 ou 3, carac- 
terise en ce que les cultures de cellules sont infectees, 
dans un milieu compatible avec la double viabilite cellule 
et mycoplasme, avec des mycoplasmes pria lab lement amenes en 
25 phase de croissance dans leur milieu de culture. 

5* Procede selon la revendi cation 4, suivant lequel les 
celtules sont cultivees dans des boTtes de culture, carac- 
teris* en ce que leur Infection ou mycoplasmi sat ion est 
operee de la maniere suivante : les boTtes sont videes de 

■ o - > n • :: s m e ■ 

> u l a • P c ct C Pi 3 iJ ~l X. *z m C u D t 6 j C. m V *! T G H UmS mC U TC SOUS 3 ^ 1 t 3 I O ' 

lente, entre 36 degres C et 39 degres C ; les boTtes 
complementees au milieu de culture sont contrfilees au 
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microscope ; eLles sont trypsinees 2 a 3 jours apres 
I 1 infection, et cuLtivees dans Leur milieu habituel. 

6. Procede selon L'une queLconque des revendi cations 2 a 5 , 
caracterise en ce que L 1 augmentation de signal du a la 

05 presence de mycoplasmes dans des cultures ceLLuLaires, est 
mise en evidence par comparaison entre les niveaux 
d 1 infection obtenus avec cellules mycoplasmisees et cellules 
homologues normales ; Les infections ayant lieu 
si mu Itanement avec un inoculum homogene, sur des cellules a 

10 merae etat de confluence. 

7. Procede suivant la revendi cation 6 , caracterise en ce que 
la revelation de I'infection est obtenue par marquage 

i mmuno logi que sur membrane d'un antigene specifique de 
L'agent inf ectieux, detecte par un anticorps monoclonal 

15 dirige contre cet antigene, et marque a une enzyme, 

elle-meme revelee par un substrat chroraogene ; I'intensite 
de La coloration, exprimee en + sur une echelle allant de 0 
a 4+ (+/- representant la valeur maximum assimilable a du 
bruit de fond), est proport ionne I le a la quantite 

20 d'antigenes presents et permet d'evaluer L'intensite de 
I'infection ; le niveau de detection etant confirme par 
titrage classique du pouvoir infectieux par dilution limite 
sur micropLaque. 

8. Procede selon L'une des revendications 6 ou 7, applique a 
2 5 la revelation d'une infection virale ou bactdrienne, 

caracterise en ce que L 1 infection de la culture cellulaire, 
prealable a ladite revelation, est realisee selon un 
protocoLe standard ; les cellules (mycoplasmisees et non 
mycoplasmisees temoin) sont videes de leur surnageant, et 
30 inoculees sous lente agitation pendant une heure a 37° C par 
I 1 agent infectieux sous faible volume (dilution dans du 
milieu de culture cellulaire sans s§rum, appele supplement), 
du supplement est ensuite ajoute, puis Les cellules sont 
incubees a 37°C pendant 3 jours. 
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